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De dr ie-d imensionale st ruktuur  van het  profosfo l i -
pase A2 u i t  de varkenspancreas is  bepaald tot  een oplos-
send vermogien van 38 aoor middel van róntgendiffractie
aan  k r i s ta l l en  van  d i t  e iw i t .
P r o f o s f o l i p a s e  A  
r -
Profosfo l ipase A,  is  de precursor  van het  vetspl i t -
sende enzym fosfo l ipase Ar,  dat  van 3-sn- fosfoglycer ides
spec i f i ek  he t  C -2  ve t zuu r  a f sp l i t s t .  He t  enzym komt
zeer verspre id in  de natuur  voor .  Het  is  o.a.  aangetoond
j -n  s l ange -  en  b i j eg i f  en  i n  wee fse l s  van  zoogd ie ren .  I n
de zoogdieren wordt fosfolipase A, gemaakt in d.e pan-
c reas ,  n ie t  d i r ec t  a l s  he t  ak t i eve  enzym,  maar  a l s  een
precursor. Die precursor wordt vervoerd naar de twaalf-
v i nge r i ge  da rm,  \ ^ /aa r  ze  o . i . v .  t r yps ine  word t  geak t i -
veerd doordat het peptide met de eerste zeven aminozu-
ren van het  profosfo l ipase A,  wordt  afgespl i ts t .
He t  subs t raa t  van  fos fo l i pase  A2 ,  de  fos fo l i p i den ,
is  n iet  zo goed oplosbaar in  water .  Boven een bepaalde
concentrat ie  vormen ze grotere aggregaten,  micel len of
l iposomen.  Het  akt ieve fosfo l ipase A,  is  goed in s taat
om fos fo l i p i de  mo lecu l -en  i n  m ice l l en  t e  sp l i t sen .  Losse
fosfo l ip ide moleculen in  water  opgelost  komen al leen
voor a ls  de concentrat ie  ervan laag is  en de vetzuur-
staar ten aan het  l ip ide n iet  te  lang z i jn .  Het  akt ieve
fos fo l i pase  A2  kan  ook  d ie  l osse  mo lecu len  sp l i - t sen ,
maar veel  minder ef f ic iënt  dan de molecul -en i -n de mi-
ce l l en .  He t  p ro fos fo l i pase  A ,  kan  eveneens  de  l osse
moleculen spl i tsen,  maar tegenover te moleculen in  de
mice l l en  i s  de  p recu rso r  i nak t i e f .  V íaa rsch i j n l i j k  i s
dus het  akt ieve centrum op het  e iwi t -molecuul  a l  aan-
wezíg in de precursorr rlêêr wordt het vermogen om mi-
cellen te binden pas gevormd op het moment dat de pre-
cursor wordt geaktiveerd.
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S t r u k t u u t  b  e p a L i n  g  .
Voor de st ruktuurbepal ing van het  profosfo l ipase
A ,  we rden  k r i s ta l l en  geb ru i k t ,  d i e  geg roe id  z i j n  i n
e e n  m e n g l s e l  v a n  2 5 B m e t h a n o l ( 5 m M  C a C l r )  -  7 5 2  0 . 0 2 M
t r i s -ma leaa t  bu f fe r  pH=7 .2 .  E r  i s  vn l .  één  zwaar -a toom
der i vaa t  geb ru i k t ,  n l .  he t  K rUOrF ,  de r i vaa t ;  ook  de  a -
nomale verst rooi ingsverschi l len veroorzaakt  door  het
u ran ium z i j n  geb ru i k t .  De  s t ruk tuu r  i s  bepaa ld  t o t  een
oplossend vermogen van 38.  ïn  een opt isch modelbouwap-
paraat  is  een model  van het  e iwi tmol-ecuul  gebouwd.
B e s c h r i j u i n g  u a n  d e  s t y . u k l ; u u r ' .
P ro fos fo l i pase  A ,  bes taa t  u i t  één  po l ypep t Ídeke -
ten  van  131  am inozu ren ,  me t  daa r i n  7  S -S  b ruggen .  D r i e -
d imens ionaa l -  z i e t  he t  e iw i t  e r  m in  o f  meer  u i t  a l s  een
doos je  me t  a fme t i ngen  van  ongevee r  25x28x358 .  De  zeven
aminozuren d ie b i j  de akt j -ver ing van het  e iwi t  door
t r yps ine  worden  a fgesp l i t s t  z i t t en  a f s  een  s taa r t j e
aan de bui tenkant  van het  molecuul .  Trypsine kan de
b ind ing  A rg_ r -A la1  gemakkeJ - Í j k  be re i ken .  I n  he t  mo le -
cuu l  z i t t en  geen  rege lma t i ge  s t ruk tu ren ,  zoa l s  o -he l i -
ces  o f  B -s t ruk tu ren .  V ie r  van  de  zeven  S -S  b ruggen
zi t ten in  een v lak midden door het  molecuul ;  de andere
d r j - e  z i t t en  aan  de  bu i t enkan t .  B i j  ve rge l i j k j - ng  van  de
aminozuurvolgordes van verschi l lende fosfo l ipases A2
(d ie  onde r l i ng  zee r  homo loog  z i j n )  b l i j k t  da t  v i j f  van
deze  S -S  b ruggen  conse rva t i e f  z l j n ,  waa ronde r  de  v ie r
i n  he t  v l ak  doo r  he t  mo lecuu l .
E n z y n a t t  s c h e  a k t i u í t e t  t .
Van  H isn ,  i s  b iochemisch  aange toond  da t  he t  z i ch
bev ind t  i n  he t  ak t i eve  cen t rum van  (p ro ) fos fo l i pase  A r .
Ve rde r  moe ten  z i ch  i n  de  buu r t  van  H isn ,  een  Ca" - - i on
en  één  o f  meer  t y ros ine -z i j ke tens  bev inden .  I n  de  e lek -
t ronendichtheidsverdel ing vonden we in de buurt  van
H isn ,  een  d i ch the id  d ie  we  i n te rp re tee rden  a I s  een  Ca2+-
ion .  D i t  i on  i s  gebonden  aan  de  z i j g roep  van  Asp99 .  Ve r -
de r  i s  de  z i j g roep  van  Ty t29  m in  o f  meer  evenw i j d i g  aan
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Voor de spl i ts ing van losse mol-eculen van fosfo l i -
piden hebben we het volgende mechanisme voorgesteld:
Het  fosfaatdeeL van het  substraat  wordt  gebonden aan het
ca2+- ion en de z i jgroep van Argr 'g ;  de C=O groep naast
de  te  sp l i t sen  b ind ing  w i j s t  naa r  H i sn r ;  en  de  be id ,e
vetzuurketens binden hydrofoob aan een nogal hydrofoob
deel  op het  opperv lak van het  e iwi t .  Naar analogie met
andere esterspl i tsende enzymen veronderste l len we dat
de  sp l i t s i ng  a l s  vo lg t  ve r l oop t :  De  z i j g roep  van  Asp49
(+evt .  een water  molecuul)  zorgt  voor  een nucleof ie le
aanval  op de carbonyl  koolstof  van het  substraat .  De ne-
gat ieve lading d ie dan ontstaat  op het  zuurstof  atoom
wordt  gecompenseerd door de imidazool  r ing van Hisnr ;
uí te indel i jk  verzorgt  Tyr*  de protoner ing van het  g ly-
cero l -gedeel te van het  substraat .  A l le  groepen,  betrok-
ken  b i j  de  b ind ing  en  sp l i t s i ng  van  he t  subs t raa t  z i j n
conservat ie f  in  de aminozuurvolgorde van de verschi l -
l ende  fos fo l i pases  A2 .
Over de oorzaak van de veel  grotere akt iv i te i t  van
ak t i e f  f os fo l i pase  À2  t . o . v .  subs t raa t  i n  m ice l l en  i s
in d i t  s tad. ium nog n iet  veel  te  zeggeni  d.aarvoor  is  de
struktuur  van akt ie f  runderfosfo l ipase A,  nodigr  d ie
nu wordt  bepaald.
